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RESUMEN 

 

Esta  Tesis Doctoral  se  encuadra  en  el marco  de  un  Proyecto  de  investigación  acerca  de  la 

caracterización del queso de Genestoso., dando  continuidad a un  trabajo previo de  caracterización 

bioquímica, físico‐química y reológica que se llevó a cabo en el Departamento de Higiene y Tecnología 

de los Alimentos de la Universidad de León.  

El estudio de  la actividad enzimática de  las cepas de bacterias  lácticas aisladas del queso de 

Genestoso  e  identificadas  a  nivel  de  especie  permite  llevar  a  cabo  una  selección  de  las  cepas  con 

mayor  aptitud  tecnológica  y  diseñar  un  cultivo  iniciador  autóctono  para  su  uso  en  la  fabricación 

industrial  de  quesos  artesanales.  La  adición  de  cultivos  iniciadores  autóctonos  puede  contribuir  a 

conservar  la peculiaridad  del  producto,  controlando  la  fermentación  para  que  transcurra  de modo 

adecuado y garantizando  la calidad higiénico‐sanitaria de  los quesos, así como  la uniformidad de  las 

partidas en su  fabricación. A su vez,  la recuperación de estos quesos artesanales podría suponer un 

plan de dinamización económica y social para la zona de producción del queso de Genestoso. 

Las  cepas  de  bacterias  lácticas  fueron  adscritas  a  los  géneros  Lactobacillus,  Lactococcus, 

Leuconostoc  y  Enterococcus.  Después  de  utilizar  técnicas  bioquímicas  y  genéticas,  de  forma 

combinada,  se  adscribieron  a  nivel  de  especie  catorce  cepas  que  a  su  vez  presentaron  actividad 

antimicrobiana frente a cinco cepas de referencia. 

 En  base  al  bajo  nivel  de  actividad  proteasa,  la  alta  actividad  peptidasa  y  los  niveles  de 

actividad esterasa‐lipasa (C4 y C8) es posible sugerir que Lactococcus lactis subsp. lactis GE 11, GE 12 y 

GE  2363,  Lactobacillus  paracasei  GE  2036  y  Enterococcus  faecalis GE  2320  serían  adecuadas  para 

diseñar uno o más cultivos autóctonos. Todas estas cepas mostraron altos  índices de hidrofobicidad, 

propiedad  interesante en  la selección de cepas probióticas. El estudio de  incompatibilidad de cepas 

resultó  imprescindible  en  la  propuesta  de  cultivos  mixtos.  La  combinación  de  cepas  que  mejor 

reproduzca  los  atributos  de  calidad  del  queso  de Genestoso  en  las  elaboraciones  piloto  previstas, 

constituirán el/los cultivos iniciadores autóctonos más idóneos. 

 

 



Summary 

 

This  study  researches  into  the  characterization  of  Genestoso  cheese  in  a  Research 

Project which  is  the  continuation of a previous biochemical, physico‐chemical and  rheologic 

study carried out at Food Science and Technology Department of University of León. 

The enzymatic activity study on  the LAB strains  isolated  from Genestoso cheese and 

identified  at  species  level  allowed  for  the  carrying  out  of  a  selection  of  the  strains with  a 

greater technological aptitude and designing of autochthonous starter for the use of industrial 

manufacturing  of  artisanal  cheeses.  The  addition  of  the  autochthonous  starter  could 

contribute  to  the  peculiarity  of  this  product  and  control  the  adequate  fermentation  and 

guaranteeing hygienic quality of cheeses as well as the uniformity of the batches. 

The recovery of these artisanal cheeses also  involves an economic and social strategy 

for the region where this cheese is produced. 

LAB  strains  where  assigned  to  the  Lactococcus,  Lactobacillus,  Leuconostoc  and 

Enterococcus genii. After using biochemical and genetic techniques at the same time, fourteen 

strains were  assigned  at  species  level  showing  antimicrobial  activity  against  five  reference 

strains. 

Based on low protease activity, high peptidase activity, and esterase‐lipase activity (C4‐

C8)  levels,  it  is  suggested  that  Lactococcus  lactis  subsp.  lactis  GE  11,  GE  12  y  GE  2363, 

Lactobacillus  paracasei  GE  2036  and  Enterococcus  faecalis  GE  2320  would  be  appropriate 

strains  to  take part  in one or more autochthonous starter cultures. All  those strains showed 

high  hydrophobicity  levels,  which  is  of  interest  as  a  probiotic  property.  The  study  of 

incompatibility  inter‐strains  were  of  vital  importance  in  order  to  propose  mixed  starter 

cultures.  The  combination  of  strains, which  best  reproduce  quality  attributes  of Genestoso 

cheese  in  future  pilot  plant manufacturing, would make  the most  suitable  autochthonous 

starter culture. 
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1.1.‐ Aspectos generales relativos al queso de Genestoso 

 

El queso de Genestoso se elabora en el   Principado de Asturias. “Queisu‐i‐Xinistosu” es 

su denominación tradicional en asturiano.  

La  zona  de  elaboración  de  este  queso  es  casi 

exclusivamente  el  pueblo  de  Genestoso  o  “Xenestoso”,  un 

montañoso  y  apartado  pueblo  del municipio  de  Cangas  del 

Narcea,  concejo  situado  al  sur  occidente  del  Principado  de 

Asturias. 

Su producción  se  remonta a  la  trashumancia que  se 

hacía en la zona hacia Castilla y Extremadura y era elaborado por los pastores con la leche de sus 

cabras y ovejas. Como influencia de aquellos tiempos le ha quedado la forma, muy rara para los 

quesos elaborados en Asturias y más habitual en los extremeños, con los que comparte no pocas 

de  sus características. En  la actualidad,  la elaboración de este queso artesano es muy escasa, 

quedando reducida a dos productores del propio pueblo de Genestoso, si bien, la Consejería de 

Agricultura del Principado de Asturias ha presentado un plan para la dinamización del sector. El 

planteamiento  de  esta  tesis  surge  como  consecuencia  del  contacto  establecido  con  las 

instituciones  locales, pretendiendo  impulsar así un proyecto de  industrialización del queso de 

Genestoso.  

La elaboración de este queso  se  lleva a  cabo de  forma exclusivamente artesanal,  con 

leche  cruda  de  vaca  de  la  raza Asturiana  de  los Valles,  aunque  excepcionalmente  se  elabora 

algún queso con mezcla de leche de oveja y cabra. El proceso de elaboración fue estudiado por 

Arenas  (2007)  y  se  describe  a  continuación.  A  la  leche  recién  ordeñada  y  templada  a  una 

temperatura de 20‐25ºC se  le añade   cuajo comercial de  ternero  (10‐20 mL por cada 100 L de 

leche,  de  fuerza  1:10000).  La  coagulación  transcurre  durante  24  horas. Una  vez  escurrida,  la 

cuajada  se  coloca en un plato donde  se  corta en  cruz  con el objeto de  facilitar el desuerado, 

permaneciendo así durante un par de horas. Finalizado este  reposo,  la cuajada  se pasa a una 

cazuela y se trabaja con ayuda de una cuchara hasta obtener una masa cremosa. Seguidamente, 

la  cuajada  se  salazona  con  sal  de  mesa,  con  10‐12  g  de  sal  por  cada  2  Kg  de  cuajada.  A 

continuación,  se  introduce  en moldes  artesanales  de  esparto  sobre  un  plato  hondo,  donde 

permanece  durante  48  horas,  24  horas  sobre  una  cara  y  24  horas  sobre  la  otra.  Cuando  la 
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cuajada adquiere  la consistencia adecuada el cincho de esparto es  retirado y  se procede a  su  

maduración. Ésta se realiza en hórreos, dentro de queseras colgadas del techo, sobre una base 

constituida por piezas de pizarra. Los quesos se voltean diariamente durante la primera semana. 

La maduración se mantiene durante un periodo de dos a tres semanas. 

El queso de Genestoso es agradable a la vista, su aroma evoca olores florales, verdes y, 

en ocasiones, afrutados, con aromas primarios y un bouquet suave que recuerda a las avellanas 

y a la miel. En primavera, el aroma a mantequilla es motivado por la leche utilizada, con escaso 

retrogusto, recordando al Afuega`l Pitu fresco; en otoño, presenta un aroma más  intenso y un 

bouquet pronunciado, con sensaciones de hierba seca y olores de brezo. Tiene un sabor ácido, 

escaso de sal y más o menos picante según su madurez. Se consume normalmente con dos o 

tres semanas de maduración.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dentro de queseras

3‐22ºC, 45‐80% H.R. / 60 días 

Corte ligero de la cuajada 

Sal 0,5% (p/p)

Sin prensado / 48 horasCinchos de esparto  

10‐20 ml de cuajo animal/100 l de 

leche 

LECHE CRUDA Y ENTERA DE VACA

COAGULACIÓN

DESUERADO

20‐250C / 24 horas

SALADO

MOLDEADO

MADURACIÓN

 Diagrama de flujo del procedimiento de elaboración del queso Genestoso 

2 horas

Trabajo de la cuajada 
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Los quesos usados para este estudio fueron elaborados por dos productores siguiendo el 

procedimiento anteriormente descrito, aunque se dejaron madurar durante dos meses, que es 

el periodo mínimo de maduración que ofrece garantías sanitarias para el consumo de los quesos 

elaborados con leche cruda. El peso al final de la maduración osciló entre los 500 y los 700 g. La 

maduración  transcurrió  en  hórreos  en  los  que  la  temperatura  y  la  humedad  fluctuaron  en 

función  de  la  época  del  año.  Estas  variaciones  de  temperatura  y  humedad  relativa  fueron 

registradas mediante un higrómetro (Ratona Termograph mod. 9708) y los valores se muestran 

en la tabla I: 

 

Tabla I.‐ Variación de la temperatura y la humedad relativa en los hórreos de maduración según la época del año. 

  Temperatura   (ºC)  Humedad relativa (%) 

Otoño  5‐11  50‐80 

Invierno  3‐9  45‐53 

Primavera  8‐15  60‐70 

Verano  15‐22  48‐52 

 

En el marco del mismo proyecto de  investigación, un trabajo previo de caracterización 

del  queso  de  Genestoso,  comprendió  el  estudio microbiológico,  físico‐químico,  bioquímico  y 

reológico del queso durante  su maduración(Arenas, 2007).  Los valores de  composición media 

del queso de Genestoso obtenidos en dicho estudio se reflejan en la tabla II. A continuación, se 

recogen las conclusiones de Arenas (2007) respecto a la evolución de la composición media del 

queso. 

El queso de Genestoso se caracterizó por presentar un alto contenido en extracto seco al final de 

la maduración, mientras que los valores de materia grasa y proteína fueron muy similares a los 

descritos para otros quesos de  vaca  artesanales. Con  la  excepción del  contenido  en  extracto 

seco,  que  presentó  diferencias  significativas  en  función  de  la  época  de  elaboración,  ni  el 

contenido  en  materia  grasa  ni  el  de  proteína  las  mostraron,  ni  en  función  del  tiempo  de 

maduración, época de elaboración o productor. 
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Tabla II.‐ Evolución de los principales parámetros químicos y físico‐químicos del queso de Genestoso a lo largo de la 

maduración. (Valores medios de 8 lotes) 

  Días de maduración 

  2  7  15  30  45  60 

Acidez Titulable 

(g/100g ES)  2,02±0,30  1,55±0,28  1,52±0,35  1,42±0,19  1,34±0,29  1,42±0,50 

Sal/Humedad 

(%)  0,25±0,08  1,69±0,65  2,28±1,49  4,66±2,78  7,03±3,09  9,28±3,52 

Extracto Seco 

(g/100 g queso)  30,35±2,85  42,60±3,39  46,97±7,02  61,46±8,23  71,04±4,05  75,20±4,90 

Grasa 

(g/100 g ES) 

46,21±4,20  46,22±4,85  47,05±5,25  48,35±4,51  49,24±4,97  47,51±6,21 

Proteína 

(g/100 g ES) 

39,30±3,51  39,10±3,48  39,96±4,12  41,14±3,48  41,92±4,24  45,28±4,80 

Cenizas 

(g/100 g ES) 

2,68±0,80  3,89±0,85  3,64±0,83  3,80±0,81  3,70±0,76  3,71±0,63 

Lactosa 

(g/100 g ES) 

8,51±0,94  5,33±0,93  3,67±0,65  2,42±1,24  1,65±1,46  1,25±1,41 

Actividad del agua 

aw 
0,995±0,003  0,984±0,005  0,975±0,006  0,953±0,015  0,931±0,025  0,910±0,026 

pH  4,19±0,36  4,14±0,20  4,10±0,13  4,08±0,13  4,12±0,14  4,04±0,14 
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El contenido en lactosa experimentó el descenso más acusado durante el primer mes de 

la  maduración,  si  bien  al  final  de  la  misma  todavía  se  mantuvieron  niveles  más  o  menos 

importantes dependiendo de  la época de elaboración y de productor. El pronunciado descenso 

inicial  del  pH  posiblemente  influye  en  la  actividad  de  la  lactasa microbiana,  así  como  en  el 

desarrollo  de  la  microbiota  láctica,  ralentizando  el  metabolismo  de  la  lactosa;  un 

comportamiento  similar al obtenido en el queso Afuega’l Pitu  (Margolles y  col., 1996), Babia‐

Laciana (Franco y col., 2003) y Armada (Fresno y col., 1996). 

El  cociente  sal/humedad  se  incrementó de manera muy notable a  lo  largo del primer 

mes de la maduración alcanzando niveles del 7‐9%, con el consiguiente efecto negativo sobre la 

actividad enzimática del cuajo y el desarrollo de la microbiota láctica. 

En general, los valores medios globales de la actividad de agua del queso de Genestoso 

mostraron  un  descenso  gradual  y  significativo  durante  toda  la maduración,  difiriendo  entre 

épocas de elaboración y productores a partir del primer mes de maduración. 

El  queso  es  un  ecosistema  en  continuo  cambio  en  el  cual  unas  especies  bacterianas 

suceden a otras de forma continua, dependiendo de las condiciones físico‐químicas que a su vez 

son  modificadas  por  el  metabolismo  de  la  propia  microbiota.  Los  recuentos  microbianos 

obtenidos  en  los  diferentes medios  de  cultivo  a  lo  largo  de  la  elaboración  y maduración  del 

queso  de  Genestoso  en  las  diferentes  épocas  del  año  (otoño‐invierno,  primavera‐verano)  se 

muestran en las tablas III y IV. 

Los  recuentos de  la microbiota aerobia mesófila  total, efectuados en plate count agar 

(PCA),  fueron altos en  la  leche empleada en  la elaboración de  los diferentes  lotes, alcanzando 

los máximos  valores  en  los  quesos  de  2  días  de maduración.  Este  comportamiento  refleja  la 

evolución seguida por  la mayoría de  los grupos microbianos y, en particular, por  la microbiota 

láctica.  Los  recuentos  de  enterococos,  llevados  a  cabo  en  kanamicine  aesculine  agar  (KAA), 

difirieron  entre  los  distintos  lotes  con  respecto  a  la  época  del  año  y  al  productor,  debido, 

probablemente, al grado de contaminación inicial de la leche y a la evolución de los parámetros 

físicos y químicos.  La población de Enterobacteriaceae, aislada en violet  red bile glucose agar 

(VRBGA), evolucionó de forma diferente en cada uno de  los  lotes dependiendo del productor y 

de  la estación del año.  Los  recuentos obtenidos en manitol  salt agar  (MSA), medio empleado 

para  el  recuento  y  aislamiento  de Micrococcaceae,  fueron muy  bajos  desapareciendo  en  las 

primeras etapas de la maduración, y siendo incluso indetectables en alguno de los lotes desde el 

inicio  de  la misma.  Por  su  parte,  los  recuentos  de mohos  y  levaduras,  llevados  a  cabo  en  el 
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medio oxytetracycline glucose yeast extract agar  (OGYEA), aumentaron progresivamente hasta 

los 30 días de maduración, momento a partir del cual descendieron progresivamente hasta el 

término  de  la  misma.  De  hecho,  la  correlación  entre  los  parámetros  físico‐químicos  y  los 

recuentos en OGYEA fueron estadísticamente significativos (p < 0,05) (Arenas y col, 2004). 

Los  recuentos  en  todos  los medios  de  cultivo  experimentaron  un  incremento  en  la 

cuajada  debido,  en  parte,  a  la  retención  física  de  los microorganismos  en  el  coágulo  y  a  la 

multiplicación microbiana  durante  la  coagulación  y  el  drenaje  del  suero.  Según  Tatini  y  col. 

(1971),  la  retención  física  produce  el  incremento  en  una  unidad  logarítmica,  siendo  el 

crecimiento  microbiano  responsable  del  resto.  Además  hay  que  tener  en  cuenta  la 

contaminación producida durante la elaboración de los quesos (Plommet y col., 1988). 

La evolución de los recuentos en tres de estos medios queda reflejada en las gráficas 1 a 

3.  En M17  y Mayeux,  Sandine  y  Elliker  agar  (MSE)  se  observó  un  incremento mayor  de  los 

recuentos  en  los  estadíos  iniciales  de  la maduración,  en  comparación  con  los  recuentos  en 

ROGOSA,  cuyo  incremento  fue  paulatino  hasta  los  30‐45  días  de maduración.  Lactococos  y 

leuconostoc  se multiplican  activamente  al  inicio  de  la maduración,  y  debido  a  su  capacidad 

acidificante provocan un rápido descenso del pH. En el transcurso de la maduración la población 

de lactococos desciende gradualmente, mientras que los lactobacilos, con un metabolismo más 

lento y mayor capacidad de adaptación a condiciones adversas dominan en etapas avanzadas de 

la maduración.  La  correlación negativa entre  los valores de actividad de agua y  los  recuentos 

microbianos en agar ROGOSA así  como  la  correlación positiva entre  los mismos  y el  cociente 

sal/humedad,  sugieren  dicha  capacidad  de  adaptación.  Si  bien  este  grupo  microbiano  es 

considerado microbiota láctica non‐starter (NSLAB), gracias a su potencial enzimático contribuye 

al incremento de la concentración de péptidos de pequeño tamaño, aminoácidos libres y ácidos 

grasos libres en el queso, como han reseñado también otros autores (Albenzio y col., 2001). 

 Los recuentos de bacterias lácticas en M17 y MSE fueron inferiores a los obtenidos para 

otros quesos como Arzúa  (Centeno y col., 1994), Cebreiro  (Centeno y col., 1996) y San Simón 

(García Fontán y col., 2001). Desde el  segundo día de maduración  los  recuentos en agar M17 

fueron decreciendo gradualmente hasta el final de  la misma, mientras que en MSE se observó 

un descenso de una o dos unidades  logarítmicas  la primera  semana, manteniéndose después 

más o menos constantes hasta el final. 
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Tabla III.‐ Evolución de los recuentos microbianos (log UFC/g) obtenidos en los diferentes medios de cultivo durante la 

maduración del queso Genestoso elaborado por el primer productor en otoño‐invierno y primavera‐verano 

 

Queso (días de maduración) 

  Leche  2  7  15  30  45  60 

PCAm  
o‐i  7,04  10,12  8,15  8,20  8,08  8,16  8,04 

p‐v  6,04  10,22  8,44  8,14  8,51  8,02  8,14 

PCAp 
o‐i  6,93  8,52  8,02  8,06  7,98  7,47  7,35 

p‐v  4,92  8,12  6,90  7,90  8,01  6,37  6,73 

M17 
o‐i  5,06  8,02  5,24  5,47  5,78  3,17  2,29 

p‐v  3,70  7,57  5,74  4,93  3,15  5,39  5,10 

MSE 
o‐i  4,35  7,63  5,40  5,25  5,36  5,35  5,07 

p‐v  1,84  7,09  5,49  5,31  6,13  5,94  5,97 

ROGOSA 
o‐i  4,85  7,43  7,35  7,55  7,57  7,47  7,53 

p‐v  2,84  6,60  7,06  7,22  8,34  8,19  8,01 

KAA 
o‐i  2,35  4,80  2,98  3,57  2,94  2,87  2,40 

p‐v  1,02  4,32  3,76  2,99  ‐  ‐  ‐ 

VRBGA 
o‐i  3,21  4,01  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 

p‐v  1,63  3,98  2,59  2,31  ‐  ‐  ‐ 

MSA 
o‐i  2,08  1,52  1,47  ‐  ‐  ‐  ‐ 

p‐v  1,46  2,29  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 

OGYEA 
o‐i  3,97  6,09  6,63  6,95  6,84  6,94  6,86 

p‐v  3,85  5,22  6,36  6,68  8,04  7,36  7,30 

 

o‐i: lotes elaborados en otoño‐invierno. 

p‐v: lotes elaborados en primavera‐verano. 
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Tabla IV.‐ Evolución de los recuentos microbianos (log UFC/g) obtenidos en los diferentes medios de cultivo durante la 

maduración del queso Genestoso elaborado por el segundo productor en otoño‐invierno y primavera‐verano 

 

Queso (días de maduración) 

  Leche  2  7  15  30  45  60 

PCAm  
o‐i  6,91  9,84  8,40  8,18  8,09  8,23  8,10 

p‐v  6,95  9,78  9,44  8,97  8,99  8,70  8,56 

PCAp 
o‐i  6,45  9,79  7,80  7,85  7,75  7,49  7,57 

p‐v  6,77  9,58  9,10  7,68  8,12  7,69  6,69 

M17 
o‐i  4,49  7,81  6,30  6,12  3,87  5,32  4,85 

p‐v  4,49  7,56  6,89  6,61  5,12  4,22  4,19 

MSE 
o‐i  3,39  7,65  5,85  5,68  5,63  5,11  5,28 

p‐v  3,17  6,78  6,01  5,58  5,89  6,00  5,49 

ROGOSA 
o‐i  4,44  6,03  6,68  6,76  6,94  7,54  7,07 

p‐v  5,48  6,90  7,40  7,98  9,27  8,93  8,67 

KAA 
o‐i  4,98  6,48  7,69  7,53  7,48  7,70  6,63 

p‐v  5,10  7,67  7,82  7,49  6,59  5,83  5,40 

VRBGA 
o‐i  3,84  7,07  6,16  5,06  4,79  3,10  2,30 

p‐v  4,39  7,91  6,64  5,96  ‐  ‐  ‐ 

MSA 
o‐i  1,40  1,67  0,97  ‐  ‐  ‐  ‐ 

p‐v  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 

OGYEA 
o‐i  3,83  4,84  5,39  5,87  6,01  5,22  6,11 

p‐v  4,01  5,00  5,35  5,68  6,00  4,91  5,47 

 

o‐i: lotes elaborados en otoño‐invierno. 

p‐v: lotes elaborados en primavera‐verano. 
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Figura  1.‐  Evolución  de  los  recuentos  en M17  durante  la maduración  del 

queso  de  Genestoso    (      primer  productor  o‐i,      segundo  productor  o‐i,   

primer productor p‐v,   segundo productor p‐v) 

Figura  2.‐  Evolución  de  los  recuentos  en MSE  durante  la maduración  del 

queso  de  Genestoso.  (      primer  productor  o‐i,      segundo  productor  o‐i,   

primer productor p‐v,   segundo productor p‐v) 

 Figura 3.‐ Evolución de los recuentos en ROGOSA durante la maduración del 

queso  de  Genestoso.  (    primer  productor  o‐i,      segundo  productor  o‐i,   

primer productor p‐v,   segundo productor p‐v) 
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1.2.‐ Las bacterias lácticas 

 

1.2.1.‐ Características generales de las bacterias lácticas 

 

Las bacterias  lácticas  (BAL)  comprenden un amplio  rango de géneros que  incluyen un 

considerable  número  de  especies.  Por  regla  general,  las  BAL  se  consideran  Gram  (+)  y 

normalmente  catalasa  negativas,  pudiendo  crecer  desde  condiciones  microaerofílicas  hasta 

condiciones  de  anaerobiosis  estricta  y  no  forman  esporas.  Los  géneros más  importantes  de 

bacterias  lácticas  son  Lactobacillus,  Lactococcus,  Enterococcus,  Streptococcus,  Pediococcus, 

Leuconostoc, Weissella, Carnobacterium, Tetragenococcus y Bifidobacterium (Klein y col., 1998). 

Filogenéticamente las bacterias Gram (+) se dividen en dos grandes Phyllum. Con la excepción de 

las bifidobacterias,  todos  los géneros mencionados pertenecen al Phyllum de Gram  (+) con un 

bajo contenido en Guanosina+Citosina  (< 50%). El género Bifidobacterium no  incluye bacterias 

Gram (+), pero se las considera BAL por tener propiedades fisiológicas y bioquímicas similares a 

los  otros  géneros,  y  compartir  algunos  nichos  ecológicos,  como  el  tracto  gastrointestinal 

humano y productos fermentados (Scheifer y Ludwig, 1995). 

Las  BAL  tienen  limitadas  habilidades  biosintéticas  (Klaenhammer  y  col.,  2005)  y  altos 

requerimientos  de  fuentes  de  carbono  y  nitrógeno  (Salminen  y Von Wright,  1998)  siendo  su 

hábitat natural  los ambientes ricos desde el punto de vista nutritivo, entre  los cuales destacan 

los  productos  fermentados. De  hecho,  las  bacterias  lácticas  contribuyen  significativamente  al 

flavor, textura, valor nutricional y seguridad microbiana de dichos alimentos, siendo objeto de 

numerosas  aplicaciones  industriales.  Los  géneros  comúnmente  seleccionados  para  estas 

aplicaciones  son:  Lactococcus,  Lactobacillus,  Leuconostoc,  Pediococcus,  Oenococcus  y 

Streptococcus. Aunque también Enterococcus puede llegar a emplearse. 

Algunas  características  fisiológicas  importantes  de  las  BAL  desde  el  punto  de  vista 

taxonómico  se  refieren  a  los modelos  de  fermentación  de  los  carbohidratos,  la  resistencia  a 

diferentes  concentraciones  de  cloruro  de  sodio,  el  crecimiento  en  presencia  de  distintos 

nutrientes, el crecimiento a distintas y determinadas temperaturas y la resistencia a antibióticos. 

Otras  características  fisiológicas  tienen  interés  desde  un  punto  de  vista  probiótico  como  la 

capacidad de  supervivencia en el tracto gastrointestinal, basada en su resistencia a la presencia 

de sales biliares y a pH bajos (Fuller, 1989). 
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La taxonomía de  las BAL se ha basado durante décadas en propiedades fenotípicas, de 

acuerdo a la serie de características anteriormente citadas. Los métodos modernos, basados en 

la  biología  molecular,  han  mostrado  que  estos  grupos  taxonómicos  tradicionales  son 

inconsistentes  con  las  relaciones  filogenéticas  de  las  especies.  Teniendo  en  cuenta  las 

limitaciones  de  los  métodos  de  identificación  fenotípica  se  han  impuesto  los  métodos 

moleculares como procedimientos alternativos y/o complementarios. Los métodos genotípicos 

se basan en análisis de homología de ADN, pruebas genéticas  y  técnicas de PCR  (Polymerase 

Chain Reaction) y análisis con enzimas de restricción. Otros métodos consisten en el análisis de 

la  composición de  la pared  celular,  análisis de proteínas  citoplasmáticas  solubles  y movilidad 

electroforética de ciertos enzimas. Estas técnicas que se conocen como técnicas de taxonomía 

polifásica, se aplican combinadas y permiten diferenciar especies que fenotípicamente son muy 

similares pero genéticamente son bastante diferentes  (Vandamme y col., 1996). De acuerdo a 

estas  técnicas  se han  llevado a cabo  revisiones de  los grupos  taxonómicos a nivel de especie, 

recogidas en la literatura científica. 

 

1.2.2.‐ Importancia de las bacterias lácticas en el queso 

 

Los quesos pueden  ser clasificados  siguiendo diferentes criterios, uno de  los cuales  se 

basa  en  los microorganismos que  integran  el  cultivo  iniciador. Una de  las  clasificaciones más 

recientes es  la propuesta por Mucchetti y Neviani,  (2006), diferenciando en quesos  fabricados 

con: 

 Leche pasterizada y cultivos iniciadores definidos 

 Leche pasterizada y cultivos iniciadores naturales 

 Leche cruda y cultivos iniciadores definidos 

 Leche cruda y cultivos iniciadores naturales 

 Leche cruda sin cultivo iniciador 

El  queso  de  Genestoso,  según  esta  clasificación,  pertenece  a  la  categoría  de  queso 

elaborado con  leche cruda sin cultivo  iniciador. El proyecto de elaboración  industrial del queso 

de Genestoso  pretende  como  fin  último  la  elaboración  industrial  de  esta  variedad  con  leche 
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pasterizada  y  un  cultivo  iniciador  natural.  Para  ello  es  imprescindible  la  selección  de  cepas 

autóctonas con adecuada aptitud tecnológica. 

Durante la maduración del queso de Genestoso, la evolución del pH, la actividad de agua 

y el cociente sal/humedad determinan un hábitat hostil para muchos microorganismos, excepto 

para  algunas  especies  de  bacterias  lácticas  que  pueden multiplicarse  en  tales  condiciones  y 

ejercer al mismo tiempo efectos beneficiosos (Settanni y Moschetti, 2010). 

Las bacterias  lácticas juegan diferentes papeles en el proceso de fabricación del queso. 

Algunas especies participan más en  la  fermentación y otras están  implicadas sobre  todo en  la 

maduración. En la fabricación del queso, las bacterias lácticas llevan a cabo la acidificación inicial 

de  la  leche,  favoreciendo  la coagulación. De hecho, su habilidad para producir ácido  láctico es 

probablemente  la  propiedad más  importante  de  las  bacterias  lácticas  integrantes  del  cultivo 

iniciador,  entre  las  que  se  encuentran  los  lactococos  (Cogan  y  col.,  1997).  La  capacidad 

acidificante  contribuye  también  a  la  sinéresis  de  la  cuajada,  a  la  expulsión  del  suero,  a  la 

solubilización del calcio micelar y, por tanto, a la textura final del queso. 

Las  bacterias  lácticas  no  integrantes  del  cultivo  iniciador,  “non‐starter  lactic  acid 

bacteria”  (NSLAB),  contribuyen  a  la  maduración  de  los  quesos,  desarrollando  reacciones 

enzimáticas  proteolíticas  y  lipolíticas.  En  este  grupo  se  encuentran  los  lactobacilos,  que  en 

función  de  su  aptitud  tecnológica  pueden  incluirse  como  adjuntos  en  el  cultivo  iniciador 

(Williams  y  col.,  1998).  Algunas  cepas  tienen  proteinasas  asociadas  a  la  pared  celular  que 

preferentemente  hidrolizan  la  caseína.  Los  péptidos  libres  de  la  caseína  son  hidrolizados  a 

péptidos más pequeños y a aminoácidos libres por las peptidasas intracelulares. La contribución 

de  las bacterias  lácticas  a  la  lipolisis durante  la maduración de  los quesos es, por  lo  general, 

escasa. Sin embargo, algunas  cepas  son  capaces de hidrolizar  la grasa de  la  leche o al menos 

algunos  triglicéridos  (Gobbetti y col., 1996). Las  lipasas y esterasas de  las bacterias del cultivo 

iniciador y las bacterias NSLAB pueden influenciar, en mayor o menor medida, el desarrollo del 

flavor del queso. 

 Otras  cualidades de  las bacterias  lácticas de particular  interés en  la  industria quesera 

incluyen:  la  resistencia  a  bacteriofagos,  la  producción  de  sustancias  antimicrobianas,  las 

propiedades probióticas y  la capacidad para  formar compuestos bioactivos  (De Vuyst y Leroy, 

2007; Collado y col., 2007; Siragusa y col., 2007; Guglielmetti y col., 2008). 

Por  consiguiente,  en  tecnología  quesera,  la  selección  de  cepas  de  bacterias  lácticas 

influye en el buen desarrollo del coágulo y del proceso madurativo de los quesos. La capacidad 
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de  producir  bacteriocinas  incrementa  el  interés  de  las  cepas  lácticas  integrantes  del  cultivo 

iniciador. Cuando la acción antimicrobiana de las bacteriocinas se dirige hacia microorganismos 

patógenos y/o alterantes, la incorporación al cultivo inicicador de las cepas productoras de estos 

metabolitos conlleva sin duda ventajas.  

Uno de los principales problemas en la distribución de algunos quesos artesanales es la 

dificultad de asegurar su calidad higiénico‐sanitaria. Un ejemplo  lo encontramos precisamente 

en el queso de Genestoso que se elabora con  leche cruda y alcanza sus óptimas características 

sensoriales en menos de sesenta días de maduración. Un problema añadido es  la ausencia de 

uniformidad entre lotes. La producción industrial de estos quesos requiere la pasterización de la 

leche y la adición de un cultivo iniciador. El uso de cultivos iniciadores autóctonos, constituidos 

por bacterias lácticas aisladas de los propios quesos artesanales y seleccionadas en función de su 

aptitud tecnológica podría garantizar la calidad higiénico‐sanitaria de estos quesos, preservando 

las características que definen su identidad (Pérez y col., 2003). Las características específicas de 

sabor  y  aroma  de  los  quesos  artesanales  pueden  ser  atribuidas  al  tipo  de  leche  usado  en  la 

fabricación, a la calidad microbiológica, al grado de acidificación de la cuajada y a las condiciones 

de maduración. La presencia de microbiota autóctona  introduce variabilidad en el proceso de 

maduración  de  los  quesos,  que  no  es  fácilmente  controlable,  lo  cual  puede  influir  en  las 

características  finales del producto  (Franciosi y col., 2008). Esta variabilidad ha sido detectada 

entre elaboraciones de diferentes  industrias  (Antonsson y col., 2003; De Angelis y col., 2001), 

productores, así como entre quesos  fabricados en  la misma quesería en días distintos y entre 

quesos de diferentes  lotes del mismo día de fabricación (Williams y Banks., 1997; Fitzsimons y 

col.,  1999;).  Por  todo  ello  y  con  el  fin  de minimizar  la  variabilidad  en  todo  el  proceso  de 

producción de los quesos, es muy importante el control de dicha microbiota.  

Las  NSLAB  se  han  seleccionado  tradicionalmente  en  función  de  las  características 

organolépticas que confieren a los quesos gracias a su aptitud tecnológica (Beresford y Williams, 

2004).  Sin embargo,  los  criterios de  selección de  cepas destinadas a  formar parte de  cultivos 

iniciadores deben tener en cuenta, además, la patogenicidad de las cepas y  la posibilidad de que 

tengan efectos nocivos en  la salud de  los consumidores o para el medio ambiente. Por ello es 

importante una diferenciación  clara de posibles patógenos  y  la determinación de  factores de 

virulencia,  en  particular  si  se  trata  de  cepas  del  género  Enterococcus.  De  hecho,  las  cepas 

pertenecientes a este género además de  formar parte de  la microbiota natural de  los quesos 

artesanales  y  contribuir  notablemente  al  flavor  de  los  mismos,  son  reconocidos  patógenos 

nosocomiales que causan bacteriemia, endocarditis y otras infecciones (Saavedra y col., 2003), y 
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presentan resistencia  intrínseca a determinados antibióticos, particularmente a  la vancomicina, 

uno de  los antibióticos reservados para combatir microorganismos multirresistentes (Olivares y 

col., 2006). 

1.2.3.‐ Actividad antimicrobiana de las bacterias lácticas 

 

En  los últimos años  se ha  incrementado notablemente el  interés por  los conservantes 

naturales debido a la demanda por parte de los consumidores de que los alimentos sean seguros 

desde un punto de vista higiénico‐sanitario y si es posible  tengan efectos beneficiosos para  la 

salud.  Sin  embargo,  aditivos químicos  como  los nitratos  siguen  siendo usados  en  la  industria 

quesera. Las bacterias lácticas con capacidad antimicrobiana incluidas en los cultivos iniciadores 

o  como  co‐cultivos  constituyen  una  prometedora  alternativa  al  empleo  de  conservantes  en 

ciertos  procesos  tecnológicos  tales  como  la  elaboración  de  queso  (Foulquié Moreno  y  col., 

2003). 

La  capacidad  inhibitoria  de  las  bacterias  lácticas  se  debe  tanto  al  acúmulo  de 

metabolitos primarios (láctico, acético, etanol y CO2) como a la producción de otros compuestos 

antimicrobianos  (ácidos  fórmico  y  benzoico,  peróxido  de  hidrógeno,  diacetilo,  acetoína  y 

bacteriocinas).  Los  niveles  de  producción  de  estos  compuestos  y  la  proporción  en  la  que  se 

encuentran dependen de  la  cepa y de  la  composición del medio de  cultivo.  Las bacteriocinas 

merecen  atención  aparte  al  tratarse  de  un  grupo  de  sustancias  de  naturaleza  proteica  con 

capacidad  antimicrobiana,  liberadas  extracelularmente.  Producidas  por  un  amplio  rango  de 

cepas  bacterianas,  generalmente  muestran  actividad  frente  a  bacterias  cercanas 

filogenéticamente  y  frente  a  las  cuales  la  cepa  productora  tiene mecanismos  de  protección 

específica  (Delgado  y  col.,  2001).  Las  bacteriocinas  han  sido  ensayadas  como  agentes 

antipatógenos en infecciones del tracto digestivo humano (O’Connor y col., 2006; Millette y col., 

2008). 

Un  cultivo  iniciador  constituido por bacterias  lácticas autóctonas  seleccionadas por  su 

aptitud  tecnológica  y  por  la  capacidad  de  producir  bacteriocinas  activas  frente  a 

microorganismos potencialmente patógenos para el hombre o responsables de alteraciones en 

el queso, tiene sin duda un amplio rango de aplicaciones en la producción de quesos artesanales 

(Daeschel, 1989; Schillinger y col., 1996; Cleveland y col., 2001; Silva y col., 2002).  

 Los microorganismos con capacidad de producir bacteriocinas se presentan como una 

alternativa para suplementar  las terapias con antibióticos (Saavedra, 2001; Senok y col., 2005). 
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Dos hechos principales distinguen a la mayoría de las bacteriocinas de los antibióticos clásicos su 

síntesis ribosomal y su espectro de actividad (Riley y Wertz, 2002). 

La regulación de la expresión de la síntesis de bacteriocinas no es dependiente del ciclo 

celular, per  se, pero en bacterias Gram  (+)  sí parece estar  relacionada  con el paso de  la  fase 

logarítmica a la fase estacionaria y ser bastante dependiente por tanto de la densidad del cultivo 

(Dufour y col., 2007). La expresión de las bacteriocinas está regulada por su concentración en el 

medio. Su biosíntesis está  regulada por  los mecanismos de  transporte a  través de membrana, 

facilitando  su  liberación  (Gillor  y  col.,  2008).  El  rango  de  actividad  de  las  bacteriocinas  varía 

significativamente desde  el  relativamente  estrecho,  en  el  caso de  las  lactococcinas A, B  y M, 

hasta el más amplio rango, por ejemplo, de la nisina A y mutacina B‐Ny 266 (Martínez‐Cuesta y 

col., 2006). Contrariamente a la visión convencional, otros autores apuntan que las bacteriocinas 

producidas  por  Gram  (+)  son  de  más  amplio  espectro  de  actividad,  no  sólo  frente  a  las 

relacionadas  filogenéticamente sino también frente a bacterias Gram (‐) de importancia médica 

(Morency  y  col.,  2001).  De  hecho,  las  bacteriocinas  producidas  por  cepas  del  género 

Enterococcus aisladas de alimentos son péptidos de clase II con actividad anti listeria. (Ennahar y 

col., 2001; Saavedra y col., 2003; Foulquié Moreno y col., 2003). 

 

1.2.4.‐ Capacidad probiótica de las bacterias lácticas 

 

De acuerdo a las recomendaciones de la FAO/WHO (Food and Agricultural Organization 

and  World  Health  Organization  Expert  Consultation),  los  probióticos  deben  ser  capaces  de 

ejercer beneficios al hospedador. Sin embargo, los efectos descritos sólo pueden ser atribuidos a 

las cepas analizadas en cada estudio y no  se puede generalizar a  toda  la especie ni a  todo el 

grupo de bacterias  lácticas u otros probióticos  (Guías prácticas de  la Organización Mundial de 

GastroEnterología,  2008).  Además,  es  la  especificidad  de  la  acción  y  no  la  fuente  de  los 

microorganismos  lo que es  importante  (FAO, 2001). No obstante, un requisito en cada posible 

cepa probiótica es la capacidad de seguir siendo viables y efectivas en el tracto gastrointestinal. 

El ambiente ácido del estómago y la presencia de ácidos biliares en el duodeno son los factores 

que más  afectan  a  la  viabilidad  de  las  bacterias  probióticas  (Mainville  y  col.,  2005).  A  este 

respecto,  las  cepas de    Lactobacillus  son  relativamente  resistentes a pH ≥3 y  toleran bien  los 

ácidos biliares bajo  condiciones  in  vitro  (Verdenelli  y  col., 2009). Por  lo  general,  las  cepas de  

Enterococcus muestran mayor resistencia a  las sales biliares (1, 2 y 3 % de concentración) que 
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otras bacterias lácticas (Rossi y col., 1999; Bhardwaj y col., 2010), si bien, cepas de Lactococcus  y 

Leuconostoc pueden presentar un  crecimiento  aceptable  en medios  suplementados  con  sales 

biliares (Cho y Do, 2006; Kimoto‐Nira y col., 2009). 

Los microorganismos probióticos son microorganismos vivos que pueden  incluirse en  la 

preparación  de  una  amplia  gama  de  productos,  incluyendo  alimentos  (llamados  funcionales), 

medicamentos y suplementos dietéticos. Las especies de Lactobacillus y Bifidobacterium son las 

usadas  más  comúnmente  como  probióticos,  pero  la  levadura  Saccharomyces  cerevisiae  y 

algunas especies de Escherichia coli y Bacillus también son utilizadas como probióticos. Algunas 

cepas  de  bacterias  lácticas  empleadas  como  cultivos  en  la  elaboración  de  productos 

fermentados pueden  ejercer un  efecto beneficioso para  la  salud del  consumidor.  Ello  guarda 

relación con la capacidad que tienen las bacterias lácticas de colonizar el tracto gastrointestinal 

humano  (Panesar, 2011). Además, productos  lácteos  fermentados  como el queso  constituyen 

“vehículos”  idóneos  de  cepas  probióticas,  al  encontrar  en  la  matriz  del  queso  condiciones 

adecuadas para  su  supervivencia  y  actividad metabólica  (Mäkeläinen  y  col., 2009). De hecho, 

estudios  recientes han mostrado que  el queso puede  ser un  ambiente menos hostil para  las 

bacterias  probióticas  que  otros  productos  lácteos,  teniendo  en  cuenta  la  capacidad  de 

supervivencia, no sólo en el producto, sino en el tracto gastrointestinal  (Gomes da Cruz y col., 

2009). 

Actualmente  se  está  invirtiendo mucho  esfuerzo  en  la  investigación  y  desarrollo  de 

cultivos iniciadores probióticos para incorporar en el queso, de modo que este producto pueda 

incluirse en  la categoría de “alimentos funcionales”. El queso parece ser un excelente vehículo 

de  probióticos  aunque  en  España  no  existen  quesos  comerciales  fabricados  con  cultivos 

iniciadores de este tipo, a excepción de algunos como el queso Acti‐Bif de García Baquero que 

incorpora  Lactobacillus  acidophillus  y  bifidobacterias  (Mayo,  2010).  Las  características 

probióticas no son propiedades generales asociadas a un género o especie bacteriana, sino que 

dependen  de  cada  cepa  particular.  Tampoco  parecen  existir  probióticos  “universales”  que 

presenten  todas  las  propiedades  deseables,  sino  que  cada  cepa  presenta  una  o  unas  pocas 

características deseables (Mayo, 2010). 

 

Las bacterias  lácticas  con  carácter probiótico presentan, por  lo  general,  alguna de  las 

siguientes  características:  capacidad  de  inhibir  la  colonización  patogénica,  mejorar  la 

digestibilidad  de  algunos  alimentos,  modular  el  sistema  inmune,  reduciendo  los  niveles  de 
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enzimas  involucrados  en  la  formación  de  moléculas  inductoras  de  tumores  y  agentes 

mutagénicos y carcinogénicos, reducir la absorción del colesterol ingerido en la dieta y producir 

bacteriocinas (Saavedra y col., 2003). 

Es  importante añadir el comportamiento probiótico de algunas actividades enzimáticas 

de  bacterias  lácticas.  Algunos  enzimas,  como  la  β‐galactosidasa  de  las  bacterias  lácticas 

compensan  la  debilitada  capacidad  de  estas  bacterias  para  sobrevivir  a  través  del  tracto 

gastrointestinal, puesto que aunque las bacterias propiamente dichas no resistan las condiciones 

de  este medio,  sus  enzimas  sí  llegan  activas  al  intestino  (Vinderola  y  Reinheimer,  2003).  Los 

cultivos  de  bacterias  lácticas  pueden  hacer  disponibles  sustratos  prebióticos  gracias  a  su 

actividad enzimática, como es el caso de  la actividad   α‐galactosidasa de  las bacterias  lácticas 

(Roopashri y Varadaraj, 2009). El efecto prebiótico de un carbohidrato se valora en función de su 

capacidad de estimular la proliferación de bacterias deseables (bifidobacterias, lactobacilos…) en 

detrimento de las no deseables (bacteroides, clostridios, E. coli) (Salmiron y col., 1998).  
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Este  trabajo  se  incluye  en  una  línea  de  investigación  dedicada  al  estudio  de  la 

caracterización  y  tipificación  de  quesos  artesanales,  que  implica  el  estudio  químico,  físico‐

químico,  bioquímico, microbiológico,  reológico  y  organoléptico  de  varios  quesos  artesanales 

tradicionales de  la provincia de  León, pero  también de quesos  cántabros, gallegos y,  como el 

caso  que  nos  ocupa,  asturianos.  El  objetivo  último  de  estos  estudios  es  establecer  pautas 

tecnológicas que permitan la continuidad de la elaboración de los quesos tradicionales e iniciar 

su industrialización sin pérdidas de tipicidad a la vez que garantizar la calidad higiénico‐sanitaria 

de los mismos. Los quesos elaborados con leche cruda de modo artesanal carecen en ocasiones 

de garantía sanitaria. La industrialización exige, entonces, la pasterización de la leche y la adición 

a  la misma de  cultivos  iniciadores que  contribuyan a  la maduración de  los quesos y eviten  la 

pérdida de su peculiaridad. 

Las  investigaciones centradas en este objetivo constituyen a nuestro modo de ver una 

apuesta científica,  tecnológica y empresarial  interesante. Para que  los productos  tradicionales 

puedan  implantarse  en  el  mercado  deben    adaptarse  a  las  modernas  tecnologías  y  a  las 

demandas  alimentarias  actuales.  La  producción  empresarial  de  alimentos  y  la  investigación 

científica deben contribuir a dicha adaptación 

  Actualmente los cultivos comerciales existentes en el mercado son empleados de modo 

estándar en  la elaboración de una amplia variedad de quesos. Una alternativa para  los quesos 

artesanales  es  el  diseño  de  cultivos  iniciadores  autóctonos  constituidos  por  cepas  de  BAL, 

aisladas de  los mismos quesos elaborados  con  leche  cruda y  seleccionadas en  función de  sus 

características tecnológicas. 

2.1.‐Interés social 

 

Los  estudios  de  caracterización  de  los  quesos  artesanales  tradicionales  pueden 

contribuir también a la difusión del producto. De hecho, muchos de los quesos que actualmente 

gozan de un prestigio a nivel nacional o internacional tuvieron inicialmente una producción muy 

limitada y un ámbito de distribución local. Con la tipificación de los mismos se han podido poner 

a  punto  sistemas  de  elaboración  industrial,  incrementando  su  volumen  de  producción  y  su 

ámbito de distribución. Con  respecto al queso de Genestoso cabe destacar el  interés que han 

mostrado ciertas entidades políticas y económicas del Gobierno del Principado de Asturias como 

la Consejería de Agricultura  y  la agencia de Desarrollo  Local del Ayuntamiento de Cangas del 
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Narcea, tratando de evitar que el queso de Genestoso caiga en el olvido, así como de  impulsar 

su  industrialización. De este modo,  se aseguraría  la  conservación de este peculiar queso  y  se 

generaría empleo tanto en la localidad de origen del producto, como en el Concejo cangués en 

el que se ubica.  

Si  tenemos  en  cuenta  la  importancia  que  actualmente  está  teniendo  en  nuestra 

civilización  occidental  el  gusto  por  lo  tradicional,  por  recuperar  o  no  perder  todos  aquellos 

rasgos que forman nuestra  identidad histórica y cultural podemos entender el  interés que hay 

en recuperar o no perder, productos alimenticios o tecnologías alimentarias centenarias. Cabe 

destacar también que el consumidor moderno está cada vez más informado y percibe una clara 

relación  entre  alimentación  y  salud.  Así,  exige  que  los  alimentos  aporten  nutrientes,  sean 

seguros desde el punto de vista higiénico‐sanitario, tengan buenas cualidades organolépticas y 

posean, en la medida de lo posible, efectos beneficiosos para la salud. El interés creciente por la 

calidad de los productos alimenticios ha hecho surgir con fuerza en las últimas décadas el gusto 

por  los  productos  tradicionales  amparados  en  marcas  de  calidad  garantizadas.  Las 

denominaciones de origen protegidas  (DOP),  las  indicaciones geográficas protegidas  (IGP)y  las 

especialidades  tradicionales  garantizadas  (ETG)  son  algunos  ejemplos  de  ello,  que  en  la 

actualidad rigen en todo el ámbito comunitario europeo (Reglamento CE 510/2006). Todas estas 

marcas  se  hallan  respaldadas  por  un  interés  social  creciente  que  posibilita  la  demanda  de 

productos con calidad certificada por la que se está dispuesto a pagar un poco más.  

 

2.2.‐Interés científico y tecnológico 
 
 

Este  trabajo  de  investigación  se  planteó  con  el  ánimo  de  complementar  otro  trabajo 

anteriormente  realizado  en  el Departamento  de Higiene  y  Tecnología  de  los Alimentos  de  la 

Universidad de León acerca de la caracterización del queso de Genestoso (Arenas, 2007). 

Los  productos  lácteos  tradicionales  albergan  una  enorme  reserva  de  diversidad 

microbiana  fenotípica  y  genética  que  puede  tener muchas  aplicaciones  biotecnológicas  (Van 

Hylckama Vlieg y col., 2006; Alegría y col., 2009). Los estudios de caracterización o tipificación de 

los quesos  tradicionales  tienen como objetivo conocer  los atributos que hacen de  los mismos 

productos  originales,  específicos  y  característicos.  Para  lograrlo  debe  abordarse  un  estudio 

completo de la materia prima y la tecnología de fabricación, así como de la  microbiota y de los 
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procesos  bioquímicos  que  transcurren  durante  la  maduración  de  los  quesos.  Para  ello  se 

desarrollan y aplican métodos de análisis encaminados a conocer  la composición química de  la 

materia prima y del queso a lo largo de la maduración, así como la evolución que experimentan 

los  diferentes  grupos microbianos  durante  el  transcurso  de  la misma. Dicha  información  nos 

permitirá comprender mejor los mecanismos que intervienen en la maduración de los quesos y 

los factores de los que depende la calidad de los mismos 

La  fabricación  industrial  de  quesos  que  hasta  ahora  se  elaboran  de  modo 

exclusivamente artesanal partiendo de  leche cruda y sin adición de  fermentos podría suponer 

cierta pérdida de autenticidad de estos quesos al implicar la pasterización de la leche y la adición 

a  la misma  de  un  cultivo  iniciador  estándar.  Con  el  objetivo  de  preservar  las  características 

típicas de esta variedad se planteó la obtención de un cultivo iniciador constituido por cepas de 

BAL  aisladas  del  queso  de  Genestoso  tradicional  y  seleccionadas  en  función  de  su  aptitud 

tecnológica, su actividad antimicrobiana y su capacidad probiótica. 

La  calidad  de  los  quesos  elaborados  con  leche  cruda  va  a  estar  condicionada  por  la 

composición  química  y microbiológica  de  la  leche  de  partida,  por  el  proceso  tecnológico  de 

elaboración, por las condiciones higiénicas mantenidas durante el proceso y por las condiciones 

de maduración. El empleo de  leche  cruda  y  la  falta de estandarización en  las  condiciones de 

elaboración  y maduración  introducen  variaciones  en  la  calidad  de  los  quesos  elaborados  de 

modo  artesanal.  Por  lo  tanto,  la  disponibilidad  de  cultivos  iniciadores  autóctonos  facilita  la 

puesta a punto de una  tecnología de  fabricación  industrial que garantice  la  calidad higiénico‐

sanitaria y sensorial y que, además, permita uniformizar y conservar esta variedad. 

En este sentido quedan pendientes algunos aspectos de la investigación antes de que las 

cepas que han  sido  seleccionadas del queso de Genestoso elaborado con  leche cruda puedan 

constituir un cultivo iniciador. Estos aspectos pendientes se refieren al ensayo de los cultivos en 

planta piloto para la fabricación de queso Genestoso partiendo de leche pasterizada y el análisis 

químico, microbiológico y organoléptico de los quesos así elaborados para seleccionar el cultivo 

que  mejor  reproduzca  las  características  de  la  variedad  artesanal.  Por  otra  parte,  se  hace 

imprescindible comprobar la inocuidad de las cepas integrantes del cultivo iniciador. 
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1. Aislar  un  número  representativo  de  cepas  de  bacterias  lácticas  en  diferentes 

medios  de  cultivos  selectivos  o  electivos,  a  lo  largo  de  la  elaboración  y 

maduración del queso de Genestoso. 

2. Identificar a nivel de especie las cepas de bacterias lácticas aisladas, empleando 

pruebas bioquímicas y fisiológicas de  la microbiología clásica, así como técnicas 

de biología molecular. 

3. Detectar  la actividad antimicrobiana de  las cepas de bacterias  lácticas  frente a 

cepas  patógenas  y/o  alterantes  empleadas  como  indicadoras  y  detectar  la 

capacidad  de  producir  bacteriocinas  en  las  cepas  que  manifiesten  dicha 

actividad. 

4. Seleccionar  las  cepas  con  actividad  antimicrobiana  frente  a  uno  o  más 

microorganismos indicadores y determinar su incompatibilidad. 

5. Determinar  de  forma  semicuantitativa,  mediante  el  sistema  Api‐ZYM,  la 

actividad enzimática de las cepas de bacterias lácticas seleccionadas. 

6. Cuantificar  la  actividad  enzimática  de  las  cepas  de  bacterias  lácticas 

seleccionadas y determinar su aptitud tecnológica. 

7. Diseñar uno o más cultivos iniciadores constituidos por combinaciones de cepas 

de bacterias lácticas con mayor proyección tecnológica y/o probiótica. 

8. Transferir  los  resultados de  la  investigación al  sector  industrial con vistas a  su 

utilización para impulsar la industrialización de esta y otras variedades de quesos 

artesanales. 

 

El último de estos objetivos aún no ha sido completado ya que se requiere previamente 

el  ensayo  en  planta  piloto  de  los  cultivos  iniciadores  propuestos.  Esto  se  abordará  en  otro 

trabajo de investigación, debido a la envergadura del mismo, e incluirá la elaboración de varios 

lotes  de  queso  de  Genestoso,  siguiendo  el  procedimiento  de  elaboración  tradicional.  Se 

fabricarán algunos  lotes con  leche pasterizada a  la que se  incorporará en unos casos el cultivo 

iniciador autóctono de elección y en otros uno comercial. También se elaborará otro  lote con 

leche  cruda a  la que no  se va a añadir  cultivo y que  constituirá  le  referencia para  los análisis 

químicos,  bioquímicos, microbiológicos  y  organolépticos.  El  cultivo  o  cultivos  iniciadores  que 
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mejor reproduzcan  las características típicas del queso de Genestoso podrán ser transferidos al 

sector  industrial  para  elaborar  queso  de  Genestoso  con  leche  pasterizada  y  dicho  cultivo 

autóctono. 
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5.1.‐  Identificación  de  las  bacterias  lácticas  aisladas  del  queso  de 

Genestoso durante su maduración 

En el recuento y aislamiento de bacterias lácticas se utilizaron los de cultivo: agar M17, 

agar MSE y agar Rogosa. En cada lote y punto de muestreo (leche, cuajada, queso a los 7, 15, 30, 

45 y 60 días de maduración) fueron aisladas cinco cepas. Un total de 140 cepas en cada medio. Si 

bien se incorporaron 3 cepas adicionales (1 en agar M17 y dos en agar ROGOSA) como resultado 

de  las  operaciones  de  purificación.  De  estas  423  cepas  aisladas,  409  fueron  identificadas  y 

asignadas a los géneros Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc o Enterococcus. 

El 55,32% de las cepas aisladas en agar M17 y el 35% de las aisladas en agar MSE fueron 

adscritas  al  género  Lactococcus.  El  83,10%  de  las  aisladas  en  agar  ROGOSA,  el  5,67%  de  las 

aisladas  en M17  y  el  14,28%  de  las  cepas  aisladas  en  agar MSE  fueron  adscritas  al  género 

Lactobacillus. El 26,43% de las cepas aisladas en agar MSE, el 7,80% de las aisladas en agar M17 

y el 8,45% de las aisladas en agar ROGOSA fueron adscritas al género Leuconostoc. Por último, se 

adscribieron  a  Enterococcus  el  22,86%  de  las  cepas  aisladas  en  agar MSE,  el  27,66%  de  las 

aisladas en agar M17 y el 3,52% de  las aisladas en agar ROGOSA. Estos resultados se muestran 

en la tabla I. 

En base a  los  recuentos obtenidos, el agar M17  se comportó como un medio electivo 

para  Lactococcus  ya que permitió  el  crecimiento de otros microorganismos, que  en  conjunto 

constituyeron el 44,68% de  las cepas aisladas en dicho medio. El agar MSE  también  se  reveló 

como medio electivo para  Leuconostoc,  ya que más de un 70% de  las  cepas aisladas en este 

medio no fueron adscritas a este género. Por el contrario, el agar ROGOSA mostró una elevada 

selectividad para el aislamiento de Lactobacillus. 

Los  lactococos  predominaron  en  leche,  cuajada  y  durante  la  primera  semana  de 

maduración,  momento  a  partir  del  cual  fueron  reemplazados  por  los  lactobacilos.  Los 

leuconostoc  constituyeron  el  segundo  grupo  aislado  en mayor  proporción  al  término  de  la 

maduración. Nuestros  resultados coincidieron con  los descritos por otros autores para quesos 

de características similares (Alegría y col., 2009) 
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Tabla I.‐ Distribución, por medio de aislamiento, de los géneros de bacterias lácticas aisladas a partir de 

cuatro lotes de queso de Genestoso durante su elaboración y maduración. 

  M17 
MSE 

ROGOSA 

  Nº de cepas  %  Nº de cepas  %  Nº de cepas  % 

Lactococos 
78  55,32  49  35  _  _ 

Lactobacilos 
homofermetativos 

6  4,25  8  5,71  118  83,10 

Lactobacilos 
heterofermentativos. 

2  1,42  12  8,57  _  _ 

Leuconostoc  11  7,80  37  26,43  12  8,45 

Enterococos  39  27,66  32  22,86  5  3,52 

Levaduras  3  2,13  _  _  4  2,82 

Cepas no 
identificadas 

2  1,42  2  1,43  3  2,11 

Cepas perdidas  5  _  7  _  8   

Total de cepas 
aisladas 

141    140    142   

 

5.2.‐Estudio de la actividad antimicrobiana de las cepas de bacterias 

lácticas aisladas durante la maduración del queso de Genestoso 

La actividad antimicrobiana de las 409 cepas de bacterias lácticas fue ensayada frente a 

cinco  cepas  de  referencia,  pertenecientes  a  la  Colección  Española  de  Cultivos  Tipo  (CECT): 

Lactobacillus  plantarum  CECT  748,  Listeria monocytogenes  CECT  4031,  Enterococccus  faecalis 

CECT 481, Clostridium tyrobutiricum CECT 4011 y Staphylococcus aureus CECT 240. 

Las bacterias  lácticas pueden desarrollar actividad antimicrobiana a  través de diversos 

mecanismos (Parente y Ricciardi, 1999). De hecho, el descenso del pH debido a la producción de 

ácido  láctico puede ser causa suficiente para  inhibir el crecimiento microbiano  (O’Keefe y Hill, 
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1999). La producción de otros ácidos orgánicos o de peróxido de hidrógeno  tiene  también un 

efecto bacteriostático, así como la producción de bacteriocinas o sustancias similares a ellas. La 

actividad  antimicrobiana de  las  cepas  fue  ensayada mediante  el  test agar  spot, que permitió 

observar  la  inhibición  del  crecimiento  de  las  cepas  de  referencia  por  parte  de  las  cepas 

estudiadas,  y  el  test  agar  well  diffussion,  que  supone  la  neutralización  del  extracto  y  un 

tratamiento con catalasa para excluir cualquier efecto debido a ácidos orgánicos o peróxido de 

hidrógeno, diferenciando así la inhibición debida a la presencia de bacteriocinas. 

Con  el  test  agar  spot  prácticamente  todas  las  cepas  pertenecientes  al  género 

Lactobacillus inhibieron a las cepas de referencia, a excepción de tres cepas que no inhibieron a 

Lactobacillus  plantarum CECT  748  y una que no mostró  efecto  sobre  Listeria monocytogenes 

CECT  4031. Después de  utilizar  el  test  agar well  diffussion  ningún  lactobacilo  tuvo  capacidad 

para inhibir el crecimiento de Listeria monocytogenes CECT 4031, Clostridium tyrobutiricum CECT 

4011 y Staphylococcus aureus CECT 240. Sólo tres cepas continuaron mostrando inhibición sobre 

Enterococccus faecalis CECT 481 y otra sobre Lactobacillus plantarum CECT 748, que podría ser 

atribuida a  la presencia de bacteriocinas o metabolitos similares a ellas. Aunque  la producción 

de bacteriocinas entre  los  lactobacilos aislados del queso de Genestoso ha  sido detectada en 

pocas cepas, algunos autores afirman que es relativamente común en cepas de este género. Esta 

capacidad les permite mayor poder de colonización y aumenta su competitividad frente a otras 

bacterias  (Garriga  y  col., 1993). Hay que  tener  en  cuenta que  la producción de bacteriocinas 

puede estar afectada por un amplio  rango de  factores  como por ejemplo,  la  composición del 

medio,  las  fuentes  de  carbono,  nitrógeno  y  fosfatos,  los  agentes  surfactantes,  los  agentes 

inhibitorios,  el  pH  del  medio,  las  condiciones  de  aireación  y  la  temperatura  óptima  de 

crecimiento  de  las  cepas.  Además,  para  su  producción  generalmente  se  requiere  un medio 

complejo cuyo pH no suele coincidir con el pH óptimo de  la acción de  la bacteriocina  (Daba y 

col., 1993). Otros  factores  como  la  adsorción de  la propia bacteriocina  a  la pared  celular del 

microorganismo productor también condicionan su actividad (Bhunia y col., 1991). 

Con respecto a las cepas de lactococos, todas, excepto dos, inhibieron el crecimiento de 

Clostridium tyrobutiricum CECT 4011 y Staphylococcus aureus CECT 240, de igual manera, todas 

las  cepas,  excepto  una,  inhibieron  a  Enterococccus  faecalis  CECT  481;  y  finalmente,  Listeria 

monocytogenes CECT 4031 fue  inhibido por  la mayoría de cepas, exceptuando seis de ellas. En 

cambio, únicamente 24  cepas de  lactococos  tuvieron un efecto  inhibitorio  sobre Lactobacillus 

plantarum CECT 748. Cuando  se procedió a  la confirmación de  tales  resultados por el  test de 

agar well diffussion sólo 13 cepas de lactococos produjeron inhibición sobre alguna de las cepas 
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indicadoras.  La  capacidad  de  producir  sustancias  inhibitorias  por  parte  de  lactococos  es 

ampliamente  referida  en  publicaciones  científicas.  De  hecho  algunas  bacteriocinas  se  vienen 

utilizando desde hace tiempo como aditivos, tal es el caso de la nisina. Las cepas de lactococos 

productoras  de  sustancias  activas  frente  a  Listeria  monocytogenes  tienen  una  interesante 

proyección como cultivos  iniciadores en  la elaboración de quesos  (Liu y col., 2008; Dal Bello y 

col.,  2012).  Las  bacteriocinas  pueden  además  ser  incorporadas  en  los  alimentos  en  forma 

concentrada como aditivos, reduciendo así la adición de compuestos químicos y la aplicación de 

tratamientos  tecnológicos  que  puedan menoscabar  la  calidad  del  producto. Además,  pueden 

presentar  efectos  sinérgicos  cuando  se  usan  en  combinación  con  otros  agentes microbianos, 

limitando así el desarrollo de cepas resistentes (Gálvez y col., 2007; Gálvez y col., 2008) 

Las cepas de  leuconostoc estudiadas ejercieron efecto  inhibitorio sobre todas  las cepas 

de referencia con excepción de Lactobacillus plantarum CECT 748. Cuando se ensayaron con el 

test  agar well  diffussion  sólo  tres  cepas mostraron  efecto  inhibitorio  frente  a  Enterococccus 

faecalis CECT 48. 

Todas  las  cepas  de  enterococos  aisladas  en  los  tres medios  elegidos  inhibieron  a  las 

cinco  cepas  de  referencia.  Sin  embargo,  sólo  cinco  cepas mantuvieron  la  acción  inhibitoria 

cuando se neutralizó el extracto y se trató con catalasa. Dos fueron activas frente a Clostridium 

tyrobutiricum CECT 4011 y Listeria monocytogenes CECT 4031, otras dos inhibieron únicamente 

a  Clostridium  tyrobutiricum  CECT  4011  y  una  mantuvo  la  actividad  frente  a  Listeria 

monocytogenes CECT 4031. 

La capacidad de los enterococos para producir bacteriocinas de amplio espectro ha sido 

demostrada en estudios similares (Giraffa, 1995). La caracterización de enterocinas y el estudio 

de  su  eficacia  como  agentes  antimicrobianos  frente  a  Listeria monocytogenes  es  objeto  de 

numerosos trabajos encaminados a demostrar su potencial de aplicación en alimentos (Ennahar 

y col., 1998; Huang y col., 2013). La actividad listericida de las enterocinas abre la posibilidad de 

emplear cepas de Enterococcus faecium y/o Enterococcus faecalis productores de bacteriocinas 

como cultivos en la elaboración de quesos (Foulquié y col., 2003) 
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5.3.‐Adscripción  a  nivel  de  especie  de  las  cepas  con  actividad 

antimicrobiana  

Se ha utilizado el criterio de actividad antimicrobiana para realizar una selección sobre 

las 409 cepas de bacterias  lácticas  identificadas a nivel de género. De  la totalidad de  las cepas 

hemos  seleccionado  las  24  que  mostraron  actividad  antimicrobiana  frente  a  las  cepas  de 

referencia  anteriormente  citadas.  Estas  cepas  fueron  identificadas  a  nivel  de  especie  por 

métodos genéticos. 

De las 24 cepas, 13 fueron adscritas a la especie Lactococcus lactis subsp. lactis. Diez de 

ellas  ya habían  sido  adscritas  a  esta  especie usando  el método API   50CH, mientras que dos 

fueron identificadas como Enterococcus mediante las pruebas bioquímicas tradicionales. 

Dos  cepas  fueron  identificadas  como  Leuconostoc mesenteroides,  coincidiendo  con  la 

identificación bioquímica. No obstante, el método API 50 CH  las  identificó  como Lactobacillus 

delbruckeii sbsp. lactis con una probabilidad mayor del 60%. 

Una  cepa  fue  adscrita  por  técnicas  genéticas  a  la  especie  Leuconostoc 

pseudomesenteroides  y  otras  dos  a  Lactobacillus  paracasei,  coincidiendo  con  los  resultados 

obtenidos mediante el sistema API 50 CH y mediante las  pruebas tradicionales. 

Una  cepa  fue  identificada  como  perteneciente  a  la  especie  Lactobacillus  plantarum  y 

cinco cepas a Enterococcus faecalis, empleando para la identificación tanto pruebas bioquímicas 

como  genéticas,  aunque  las  tiras  API  50  CH  las  adscribieron  como  Lactobacillus  con  una 

probabilidad  casi  absoluta.  Esto  podría  ser  debido  a  que  las  pruebas  API  50CH  incluyen 

carbohidratos que preferentemente discriminan entre lactococos, lactobacilos y leuconostoc. 

 

5.4.‐Estudio de aptitud tecnológica de las cepas identificadas a nivel 

de especie 

La  utilización  de  cultivos  iniciadores,  constituidos  por  bacterias  lácticas  aisladas  de 

quesos artesanales y seleccionadas en base a su aptitud tecnológica y a la capacidad de producir 

compuestos  antimicrobianos  frente  a  la  microbiota  patógena,  puede  tener  interés  en  la 

industrialización  de  quesos  tradicionales  artesanales.  El  empleo  de  cultivos  autóctonos 

seleccionados puede garantizar no sólo la salubridad del producto sino también su originalidad y 

la conservación de las características tradicionales de los quesos. 
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5.4.1.‐Actividad acidificante y actividad enzimática extracelular 

Se determinó cualitativamente la actividad acidificante de las cepas de bacterias lácticas 

después de 6, 12 y 24 horas de incubación a 30ºC. 

Los lactococos mostraron en general mayor capacidad acidificante que los lactobacilos y 

leuconostoc,  alcanzando  valores  de  hasta  0,7‐0,8  g  100  mL‐1  de  leche  a  las  24  horas  de 

incubación  en  algunas  cepas.  Las  diferencias  en  la  capacidad  acidificante  fueron  evidentes 

después  de  las  12  horas  de  incubación,  y  al  cabo  de  las  24  horas  había  aumentado 

significativamente.  Los  enterococos mostraron  una  capacidad  acidificante  similar  a  la  de  los 

lactococos. Las cepas pertenecientes a los géneros Lactobacillus y Leuconostoc  presentaron los 

valores más  bajos,  como  era  de  esperar,  debido  a  su menor  capacidad  para metabolizar  la 

lactosa. Estos resultados fueron similares a los descritos por otros autores (Herreros y col., 2003; 

Badis y col., 2004). 

La capacidad proteolítica y lipolítica de las cepas se evaluó también de forma cualitativa 

en cultivos de placa con medio agar leche y agar tributirina. Los enterococos mostraron la mayor 

capacidad  para  hidrolizar  la  caseína.  Sin  embargo,  ninguna  de  las  cepas  mostró  actividad 

lipolítica, evaluada a través de este método. 

La  actividad  proteolítica  extracelular  se  determinó  de  forma  cuantitativa,  usando  el 

ensayo  espectrofotométrico  del  O‐pthaldialdehído  (OPA)  (Church  y  col.  1983),  observándose 

diferencias  significativas entre  los distintos géneros y  también entre cepas del mismo género. 

Algunas  cepas  del  género  Lactococcus  mostraron  mayor  actividad  proteolítica  que  los 

Lactobacillus, coincidiendo con los resultados obtenidos por otros autores (Centeno y col., 1996; 

Herreros y col., 2003; Pérez y col., 2003). Las cepas Lactococcus  lactis subsp  lactis GE 61 y GE 

2363  y  la  cepa  Leuconostoc  pseudomesenteroides  GE  2068,  mostraron  la  mayor  capacidad 

proteinasa ( ≥ 5 mM Gly L‐1 de  leche) seguidas por  las cepas Lactobacillus paracasei GE 2071 y 

Lactobacillus plantarum 2077. Enterococcus  faecalis GE 35 y GE 2371 exhibieron una actividad 

proteolítica comprendida entre 4 y 5  mM Gly L‐1 de leche. 

Por último se realizó un screening semicuantitativo de las actividades enzimáticas de las 

cepas utilizando el método rápido API ZYM. 
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5.4.2.‐Actividad enzimática de  los extractos    libres de  células  (Cell  Free 

Extracts, CFE) 

La proteólisis y  la  lipólisis son  los fenómenos enzimáticos  involucrados en el desarrollo 

del  flavor que ocurren durante  la maduración de  los quesos. Las bacterias  lácticas non‐starter 

(NSLAB) poseen un amplio rango de enzimas hidrolíticas. Algunos estudios han descrito que las 

bacterias  lácticas non‐starter utilizan  carbohidratos derivados de  los glicomacropéptidos de  la 

caseína y glicoproteínas derivadas de  la membrana del gólbulo graso. Las bacterias non‐starter 

(NSLAB) heterofermentativas pueden metabolizar pentosas liberadas por el metabolismo de las 

bacterias que forman parte del cultivo iniciador (Fox y Cogan, 2004). La adición de lactobacilos a 

los cultivos iniciadores da lugar a un mayor contenido en ácidos grasos en los quesos fabricados 

con dichos cultivos, además de un incremento en la intensidad del flavor (Lane y Fox, 1996; Ur‐

Rehman y col., 2000).  

La  actividad  enzimática  endocelular  (actividad  caseinolítica,  aminopeptidasa, 

dipeptidasa,  carboxipeptidasa  y  esterasa)  fue  estudiada  en  los  extractos  libres  de  células, 

obtenidos por la lisis celular con lisozima.  

Los CFE de los lactobacilos, en concreto de las cepas GE 2036, GE 2071 y GE 2077, fueron 

los  que mostraron mayor  capacidad  para  hidrolizar  la  caseína,  por  lo  que  es  probable  que 

puedan jugar un papel crucial en la maduración de los quesos (Broome y col., 1991).También se 

obtuvieron  valores  altos para  las  cepas de  leuconostoc.  En  cambio,  lactococos  y  enterococos 

mostraron,  en  comparación,  valores más  bajos  excepto  para  GE  2320,  coincidiendo  con  los 

resultados encontrados por otros autores en quesos similares (Herreros y col., 2003). 

En general, la actividad carboxipeptidasa fue nula o muy baja en los CFE de las bacterias 

lácticas. Algunos  autores  sugieren que esta  actividad es  atípica en  los  lactococos que  forman 

parte de  los  cultivos  iniciadores convencionales  (Tan y  col., 1993). No obstante, dos  cepas de 

enterococos (GE 2320 y GE 2381), y dos de lactococos (GE 2363 y GE 2379) mostraron niveles de 

actividad comparativamente altos. 

Las aminopeptidasas son una  importante herramienta en  la  liberación de aminoácidos 

que favorecen el desarrollo de flavores deseables en los quesos. Estas enzimas pueden también 

tener un efecto reductor del amargor durante la maduración del queso (El Soda y col., 1991). Los 

extractos  libres  de  células  de  Lactobacillus  paracaseii GE  2036  fueron  los  que mostraron  los 

mayores niveles de actividad aminopeptidasa, sobre todo cuando los sustratos fueron Lys‐pNA y 
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Leu‐pNA. Estos resultados concuerdan con los obtenidos usando el método API‐ZYM, en el cual 

las cepas de  lactobacilos  fueron  las que mostraron  los más altos valores para Leu‐, Val‐ y Cys‐

arylamidasa. Los lactobacilos deficientes en aminopeptidasas han sido ensayados como cultivos 

iniciadores  en  la  elaboración  de  quesos,  observándose  que  los  quesos madurados  obtenidos 

fueron menos elásticos  y más amargos que  los  fabricados  con  cepas que presentaban mayor 

actividad arilamidasa (Prost y Chambra, 1994). La actividad aminopeptidasa sobre  los sustratos 

Ala‐pNA, Lys‐ pNA, Pro‐ pNA y Leu‐ pNA fue baja o indetectable en el resto de cepas. Este hecho 

ya ha sido constatado por otros  investigadores (Pérez y col., 2003). No obstante, se detectó un 

moderado  grado  de  actividad  aminopeptidasa  sobre  estos mismos  sustratos  en  la  cepa  de 

Leuconostoc mesenteroides GE 2002 y en la cepa Lactococcus lactis subsp. lactis GE 2363, al igual 

que ha sido descrito por otros autores (Macedo y col., 2000; Herreros y col., 2003; Ballesteros y 

col., 2006; Morea y col., 2007). 

Teniendo en  cuenta que  algunos  factores  como  la  fase de  crecimiento  y el medio de 

cultivo  afectan  a  las  actividades  enzimáticas,  la  actividad  aminopeptidasa  de  las  bacterias 

lácticas estudiadas podría estar afectada por la naturaleza de la fuente de nitrógeno en el medio 

de crecimiento. En el medio de cultivo MRS  la biosíntesis de peptidasa podría estar  reprimida 

por la alta disponibilidad de péptidos y aminoácidos en el medio (Kenny y col., 2003). 

En  general,  la  actividad  dipeptidasa  de  los  CFE  de  las    cepas  fue  elevada  para  los 

sustratos Leu‐Leu, Tyr‐Leu y Phe‐Ala. Mención especial merece la cepa Lactococcus lactis subsp. 

lactis GE  2363  cuyo  extracto mostró  valores  extraordinariamente  elevados  de  esta  actividad 

enzimática. 

Las  esterasas  y  lipasas  incrementan  la  concentración  de  ácidos  grasos  libres  en  los 

quesos. Estas moléculas contribuyen a desarrollar el aroma de  los quesos, sobre todo si   están 

correctamente equilibradas con los productos de la proteólisis. Hay que tener en cuenta que la 

baja  concentración  de  los mismos  puede  ser  debida  a  la  baja  detección  de  los  compuestos 

producidos  en  la  lipólisis  y  al  mayor  tiempo  requerido  para  su  aparición  a  lo  largo  de  la 

maduración en algunos quesos. En general, estas actividades fueron muy bajas o no detectadas 

para  la  mayoría  de  los  CFE  de  las  cepas  de  lactococos  y  leuconostoc,  tal  y  como  ha  sido 

observado  por  otros  autores  (Requena  y  col.,  1991; Menéndez  y  col.,  2001; Herreros  y  col., 

2003). La mayoría de los CFE mostraron mayor actividad frente a ácidos grasos de cadena corta, 

hecho ya constatado por Ballesteros y col. (2006) y Ghairi y col.  (2008). Por último,  los CFE de 
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algunas cepas de enterococos mostraron considerable actividad esterolítica frente a alguno de 

los sustratos probados con excepción de los de cadena larga. 

Es bien conocido que  las esterasas de  las bacterias  lácticas degradan preferentemente 

ácidos  grasos  de  cadena  corta.  Parece  probable  que  el  papel  de  las  bacterias  lácticas  en  la 

hidrólisis de  las grasas  comienza después de que  la grasa de  la  leche haya  sido parcialmente 

degradada por  la  lipasa de  la  leche. En general,  las enzimas  lipolíticas son específicas para  los 

ácidos grasos esterificados en posición sn‐1 ó 2 de los triglicéridos. Inicialmente, los trliglicéridos 

son hidrolizados a 1,2 y 2,3‐diglicérido y posteriormente a 2‐monoglicérido. Por consiguiente, el 

ácido butírico y otros ácidos grasos de cadena corta y media se  localizan principalmente en  las 

posiciones  sn‐1  y  sn‐3  de  los  triglicéridos  (Deeth  y  Touch,  2000).      Nuestros  resultados 

concuerdan con el estudio de Arenas (2007) para el queso de Genestoso, quien concluye que los 

ácidos  grasos  de  cadena  corta  predominan  durante  las  primeras  fases  de  la maduración  del 

queso, cuando las bacterias lácticas alcanzan mayores niveles de presencia en el queso.  

 

5.5.‐Estudio  de  la  actividad  enzimática  probiótica  de  las  cepas 

identificadas a nivel de especie 

El queso constituye un vehículo adecuado para la incorporación de bacterias probióticas 

debido  a  su mayor  pH,  contenido  en  grasa  y mayor  consistencia  sólida  que  otros  productos 

lácteos (Özer y col., 2009). Además asegura una mayor supervivencia de estos microorganismos, 

no  sólo  en  el  producto  en  sí  sino  también  a  través  del  tránsito  gastrointestinal  humano 

(Bergamini y col., 2009).  

Ninguna de  las 24 cepas estudiadas mostró actividad α‐galactosidasa, β‐glucuronidasa, 

α‐manosidasa y α‐fucosidasa. En el colon, la β‐glucuronidasa hidroliza los conjugados producidos 

en el hígado a partir de compuestos tóxicos y carcinogénicos, incrementando la probabilidad de 

inducción de  tumores. De hecho, dicha  actividad  enzimática ha  sido  incluida  como marcador 

bioquímico en estrategias alternativas de estudios del  cáncer. Por ello,  las  cepas de bacterias 

lácticas  sin  esta  actividad  enzimática  podrían  ser  consideradas  microbiota  probiótica  para 

humanos (Gil y Rowland, 2002). 

Los lactobacilos mostraron alta actividad β‐galactosidasa. Las actividades  α‐glucosidasa, 

β‐glucosidasa  y N‐acetil‐β‐glucosaminidasa  alcanzaron  valores  entre  0  y  40  nmol  de  sustrato 

hidrolizado. Sólo una cepa de Leuconostoc mostró una actividad considerable de β‐galactosidasa 
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(≥  40  nmol  de  sustrato  hidrolizado).  Esta  enzima  es  la  herramienta  principal  con  la  que  los 

lactobacilos transforman  la  lactosa en ácido  láctico. Dicha enzima está  incluida en  los Probiotic 

Active  Substances,  concepto  introducido  por  Naidu  y  col.  (1999),  para  nombrar  complejos 

celulares de bacterias  lácticas que tengan capacidad para  interactuar con  la mucosa del tracto 

digestivo,  modulando  de  forma  beneficiosa  el  sistema  inmune,  independientemente  de  la 

viabilidad de las propias bacterias lácticas. La β‐galactosidasa contribuye a la acidificación de los 

productos  lácteos  y, por  consiguiente,  ejerce una  selección microbiana  y un  efecto protector 

frente al desarrollo de microorganismos patógenos. Además, también reduce la intolerancia a la 

lactosa encontrada en ciertas poblaciones humanas. Los galactoologosacáridos producidos por 

la  acción  de  la  β‐galactosidasa  sobre  la  lactosa  pueden  estimular  el  crecimiento  de 

bifidobacterias  en  el  intestino  humano  y  favorecer  así  su  colonización  (Zárate  y  López‐Leiva, 

1990) contribuyendo al control de bacterias patógenas en el  intestino (Mitsouka, 1990; Sako y 

col., 1999). 

La  α‐glucosidasa  participa  en  la  hidrólisis  de  los  α(1‐4)  glucanos  que  no  pueden  ser 

degradados  por  las  glucosidasas  humanas.  Por  lo  tanto  lactobacilos  que  muestren  esta 

capacidad  pueden  ser  interesantes  como  probióticos.  Además,  α‐glucosidasa  cataliza  el  paso 

final en la digestión de los carbohidratos y, por lo tanto, su ausencia retarda la asimilación de los 

carbohidratos de  la dieta  siendo usada para  el  tratamiento de  pacientes diabéticos  y obesos 

(Broadhurst y col., 2000; Cheng y Fantus, 2005). La ausencia de esta actividad en  lactococos ya 

fue comprobada por otros autores y puede ser debida al hecho de que el enzima predominante 

en  este  género  es  la  fosfo‐β‐galactohidrolasa  (Marshall  y  Law,  1984).  Entre  los  enterococos 

tampoco fue detectada actividad α‐glucosidasa. 

La  falta  de  actividad  α‐quimotripsina  y  tripsina  podrían  ser  consideradas  como 

propiedades  probióticas  puesto  que  estas  proteasas  pueden  estar  involucradas  en  la 

patogenicidad de algunos microorganismos (Tanner y col., 1985). Algunos  lactococos y sólo un 

leuconostoc,  un  lactobacilo  y  un  enterococo  mostraron  una  débil  actividad  tripsinasa.  La 

actividad α‐quimotripsina no fue detectada en lactococos y leuconostoc y pudo ser detectada en 

muy bajos niveles para lactobacilos y enterococos.  

Otras  actividades  enzimáticas  ensayadas  fueron  las  fosfatasas  ácida  y  alcalina.  Esta 

última  fue muy baja o no detectada para  todas  las  cepas  lo  cual  coincide  con otros estudios 

previos (Menéndez y col., 2001; Herreros y col., 2003). Por el contrario la fosfatasa ácida alcanzó 

valores  en  torno  a  30‐40  nmol  de  sustrato  hidrolizado  para  algunas  cepas  de  lactococos  y 
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lactobacilos. Cepas de enterococos y  leuconostoc también mostraron actividad  fosfatasa ácida 

pero más baja. Estas enzimas son esenciales en la hidrólisis de los fosfolípidos. 

Completado el estudio de  la actividad enzimática de  las 24 cepas  inicialmente elegidas 

por  su  actividad  antimicrobiana,  5  cepas  fueron  seleccionadas  en  virtud  de  su  aptitud 

tecnológica:  tres  Lactococcus  lactis  sbsp.  lactis(GE  11,  GE  12  y  GE  2363),  un  Lactobacillus 

paracasei  (GE  2036)  y  un  Enterococcus  faecalis  (GE  2320).  Estas  cepas  fueron  sometidas  a 

pruebas  de  hidrofobicidad,  detección  de  la  producción  de  aminas  biógenas  y  pruebas  de 

incompatibilidad de crecimiento. 

 

5.6.‐Estudio  de  las  propiedades  hidrofóbicas  de  las  cepas 

identificadas a nivel de especie, seleccionadas por su aptitud tecnológica 

Es bien sabido que la habilidad de las bacterias para adherirse al epitelio intestinal juega 

un papel importante en la colonización del tracto gastrointestinal, previniendo la eliminación de 

las bacterias a causa de  los movimientos peristálticos y dotándolas de una ventaja competitiva 

en ese ecosistema (Johanson y col., 1993; Del Re y col., 2000). 

Las  características  físico‐químicas de  la  superficie  celular  tales  como  la hidrofobicidad 

pueden  afectar  tanto  a  la  autoagregación  celular  como  a  la  adhesión  de  las  bacterias  a 

diferentes  superficies  (Pérez  y  col.,  1998;  Del  Re  y  col.,  2000).  La  autoagregación  celular  de 

bacterias de cepas probióticas parece ser necesaria para su adhesión a las células epiteliales del 

intestino (Boris y col., 1997; Reid y col., 1998). 

Los  resultados  de  las  pruebas  de  hidrofobicidad  para  todas  las  cepas  ensayadas 

muestran índices mayores del 70%, excepto para Enterococcus faecalis (GE 2320) que alcanzó el 

69%.  Los  índices  de  hidrofobicidad  justifican  las  fuerzas  atractivas  que  tienen  lugar  en  los 

procesos de adherencia y autoaglutinación. 

Nuestros resultados sugieren que estas cepas pueden tener buen potencial de adhesión 

a  células  epiteliales  del  intestino  humano,  reforzando  la  idea  de  su  carácter  probiótico  y 

concordando  con  los  resultados  de  otros  autores  en  estudios  de  hidrofobicidad  de  cepas  de 

bacterias lácticas aisladas de productos lácteos fermentados (Wadstrom y col., 1987; Kos y col., 

2003; Dewan y Tamang, 2007). De hecho, la adherencia es uno de los criterios más importantes 

para la selección de bacterias probióticas (Shah, 2001). 
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5.7.‐Estudio de  la capacidad de producción de aminas biógenas de 

las  cepas  identificadas  a  nivel  de  especie,  seleccionadas  por  su  aptitud 

tecnológica 

Las principales aminas biógenas estudiadas en queso son tiramina e histamina junto con 

putrescina  y  cadaverina, que  suelen aparecer después de  los  treinta días de maduración.  Los 

niveles  de  aminas  biógenas  varían  notablemente  no  sólo  entre  variedades  de  queso  sino 

también dentro de cada variedad (Stratton y col., 1991; Silla, 1996). 

Las bacterias  lácticas  integrantes de un cultivo  iniciador deben carecer de  la capacidad 

de  producir  aminas  biógenas  (Dewan  y  Tamang,  2007).  Sin  embargo,  la  presencia  de  estos 

compuestos es  inevitable en alimentos fermentados (Masturcelli y col., 2005). La formación de 

aminas biógenas es un mecanismo que poseen las bacterias para protegerse frente a ambientes 

ácidos  (Arena  y Manca de Nadra, 2001).  Las  aminas biógenas  se  generan principalmente por 

descarboxilación  del  correspondiente  aminoácido  gracias  a  enzimas  específicas  que  posee  la 

microbiota  del  producto,  por  lo  que  están  asociadas  con  aspectos  higiénicos  y  tecnológicos 

(Curiel  y  col.,  2011). Muchas  bacterias  lácticas  poseen  la  capacidad  de  producir  aminas.  En 

concreto  la  actividad  tirosina  e  histidina  descarboxilasa  han  sido  detectadas  en  lactobacilos, 

enterococos,  lactococos y  leuconostoc  (Maijala y col., 1993; Silla, 1996; Bover‐Cid y Holzapfel, 

1999; Fernández García y Núñez, 2000; Suzzi y Gardini, 2003). En consecuencia, la mayoría de los 

productos en  los cuales crecen  las bacterias  lácticas pueden contener cantidades considerables 

de putrescina, cadaverina, histamina y tiramina. La producción está relacionada principalmente 

con  la actividad proteolítica de  los microorganismos  integrantes de  la microbiota  láctica non‐

starter (NSLAB) (Maijala y Eerola, 1993; Bover‐Cid y col., 2001; Suzzi y Gradini., 2003). De hecho, 

la presencia de microrganismos con alta actividad descarboxilasa se considera el principal factor 

relacionado con el contenido de aminas biógenas en queso (Silla 1996; Arena y Manca de Nadra, 

2001; Galgano y col., 2001; Masturcelli y col., 2005). 

El test cualitativo de producción de aminas biógenas por  las cepas de bacterias  lácticas 

seleccionadas  fue  positivo  respecto  a  putrescina,  cadaverina  y  tiramina  en  todas  ellas.  Se 

detectó también producción de histamina en tres de las cinco cepas estudiadas. Antes de valorar 

estos resultados es conveniente tener en cuenta que algunos autores advierten de numerosos 

falsos  negativos  que  ocurren  quizá  debido  a  un  crecimiento  insuficiente  de  las  cepas  o  a  la 
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capacidad  acidificante  de  las  bacterias  lácticas.  Por  otro  lado,  otros  autores  afirman  haber 

encontrado falsos positivos debido a  la producción de otras sustancias capaces de alcalinizar el 

medio (Bover‐Cid y Holzapfel, 1999; Bover‐Cid y col., 2001; Marcobal y col., 2006; Curiel y col., 

2011).  Por  todo  ello  la  producción  de  aminas  biógenas,  evaluada  cualitativamente,  fue 

confirmada por ensayos de cromatografía líquida de alta resolución.  

Las  cepas  fueron  posteriormente  clasificadas  según  Özogul  y  Özogul  (2007), 

dependiendo  de  su  capacidad  de  producción,  en  las  tres  categorías  siguientes:  elevada 

capacidad de producción de aminas (100‐1000 µg mL‐1), intermedia capacidad de producción de 

aminas (10‐100 µg mL‐1) y baja capacidad de producción de aminas (< 10 µg mL‐1). 

En  general,  las  cepas  evaluadas  acumularon  poca  cantidad  de  histamina  a  partir  de 

histidina. Sin embargo, la cepa GE 2320 exhibió una buena capacidad de formación de histamina 

pero a partir de otros aminoácidos. Esto es posible porque el medio utilizado contiene peptona y 

extracto de carne (Özogul y Özogul, 2007). Además, hay que tener en cuenta que las diferencias 

en la concentración de metabolitos puede deberse al estado de crecimiento de los cultivos. 

Todas las cepas mostraron intermedia capacidad de producción de putrescina a partir de 

ornitina. Así mismo, fueron bajas productoras de cadaverina en el medio enriquecido con lisina. 

Las cepas Lactobacillus paracasei GE 2036, Enterococcus faecalis GE 2320 y Lactococcus 

lactis  subsp.  lactis GE 2363 mostraron una producción de  tiramina  intermedia  con valores en 

torno a 80‐90 µg mL‐1. De hecho, histamina y tiramina son las aminas biógenas más abundantes 

encontradas en quesos de oveja y vaca (Novella y col., 2003; Masturcelli y col., 2005). 

En  la  valoración  de  estos  resultados  hay  que  tener  en  cuenta  que  la  producción  de 

aminas biógenas en el queso está condicionada por varios factores que incluyen la tecnología de 

elaboración, sus condiciones de maduración y la evolución de las especies microbianas y de los 

parámetro físico‐químicos de  los quesos (Ordoñez y col., 1997; Komprda y col., 2007; Linares y 

col., 2012). 

 

5.8.‐Estudio  de  la  incompatibilidad  entre  las  cepas  identificadas  a 

nivel de especie, seleccionadas por su aptitud tecnológica 

Como  se  comentó  anteriormente  las  bacterias  lácticas  son  capaces  de  producir 

sustancias  inhibitorias  (bacteriocinas  o  sustancias  similares  a  ellas)  del  crecimiento  de  otras 
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bacterias, siendo imprescindible conocer la incompatibilidad entre las cinco cepas seleccionadas 

para formar parte del cultivo iniciador. 

Lactococcus lactis subsp. lactis GE 12 y GE 2363 fueron compatibles entre ellas y con el 

resto de  cepas. Sin embargo,  Lactococcus  lactis    subsp.  lactis GE 11  inhibió el  crecimiento de 

Lactococcus  lactis    subsp.  lactis  GE  2363  y  de  Enterococcus  faecalis  GE  2320.  Lactobacillus 

paracasei GE 2036 sólo fue compatible con Lactococcus lactis  subsp. lactis GE 12 y Enterococcus 

faecalis GE 2320 inhibió el crecimiento de Lactococcus lactis  subsp. lactis GE 11. 

Por consiguiente, los cultivos mixtos que se propongan deben incluir cepas compatibles 

entre sí. 
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La identificación y el estudio de la actividad enzimática de las cepas de bacterias lácticas 

aisladas del queso de Genestoso permiten  llevar a cabo una selección preliminar de  las cepas 

con  vistas  a  diseñar  un  cultivo  iniciador  para  su  uso  en  la  fabricación  industrial  de  quesos 

artesanales. 

En  cepas que  forman parte de  cultivos  iniciadores para  la  fabricación de queso, bajos 

nivel  de  actividad  proteasa  y  alta  actividad  aminopeptidasa  son  rasgos  deseables  para  el 

desarrollo del  flavor y  la  textura adecuados,  reduciendo el amargor y  los defectos de  textura 

(Mathara y  col., 2004). En base a  los  resultados obtenidos es posible  sugerir que  Lactococcus 

lactis  subsp.  lactis GE  11, GE  12,  y GE  2363,  Lactobacillus  paracasei GE  2036  y  Enterococcus 

faecalis GE  2320  serían  adecuadas para  este propósito,  siendo necesario  realizar  estudios de 

resistencia a fagos, factores de virulencia y detección de enterotoxinas.  

Las  cepas  de  la  especie  Lactococccus  lactis  fueron  elegidas  en  base  a  su  capacidad 

acidificante  y  proteolítica  y/o  caseinolítica.  La  cepa  Lactococccus  lactis GE  2363  aportaría  su 

elevada actividad esterasa, pero el inconveniente de su alta producción de putrescina y tiramina 

la hacen una candidata menos favorable. La cepa NSLAB autóctona, Lactobacillus paracasei GE 

2036,  elegida  para  formar  parte  del  cultivo  iniciador,  tiene  interés  por  su  elevada  actividad 

caseinolítica y aminopeptidasa y podría  ser añadida al cultivo  iniciador como adjunto, aunque 

también hay que tener en cuenta que ha resultado ser medianamente formadora de putrescina 

y  tiramina.  Por  último,    la  cepa  Enterococcus  faecalis  GE  2320  ha  sido  elegida  por  su  alta 

capacidad  caseinolítica  y  dipeptidasa.  Todas  estas  cepas  mostraron  altos  índices  de 

hidrofobicidad, propiedad interesante en la selección de cepas probióticas. 

Considerando los resultados de los ensayos de incompatibilidad entre cepas, los cultivos 

mixtos  que  se  diseñen  deberán  tener  en  cuenta  las  siguientes  combinaciones  posibles: 

Lactococcus lactis subsp. lactis GE12 y Lactococcus lactis subsp. lactis GE 2363; Lactococcus lactis 

subsp.  lactis GE 11 y Lactococcus  lactis  subsp.  lactis GE 12; Lactobacillus paracasei GE 2036 y 

Lactococcus lactis subsp. lactis GE 12. 

Estas  cepas  serán  ensayadas  en  la  elaboración  de  algunos  lotes  de  queso  en  planta 

piloto  bajo  condiciones  controladas.  En  base  a  los  resultados  obtenidos  en  ese  ensayo  se 

diseñará el cultivo  iniciador autóctono para  la  fabricación  industrial de esta y otras variedades 

artesanales con el objetivo de obtener quesos similares, desde el punto de vista sensorial, a los 

quesos tradicionales. 
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 El  queso  de Genestoso  elaborado  con  leche  cruda  constituye  una  fuente  de 

microorganismos con propiedades tecnológicas deseables para formar parte de 

posibles cultivos iniciadores. 

 

 Las bacterias lácticas aisladas del queso de Genestoso artesanal y seleccionadas 

en función de su aptitud tecnológica y propiedades probióticas constituyen una 

alternativa a los fermentos comerciales. 

 

 La  utilización  combinada  de  las  técnicas  clásicas  y  las  técnicas  moleculares 

permite  obtener  una  adscripción  a  género  y  a  especie  de  las  cepas  aisladas 

mucho más precisa. 

 

 Las técnicas rápidas de detección enzimática combinadas con  la cuantificación 

por métodos clásicos constituyen una vía esencial para la determinación de las 

características  tecnológicas  de  las  cepas.  También  permiten  una  estimación 

aproximada de la capacidad probiótica de los aislados y de su implicación en la 

formación de aminas biógenas. 

 

 Las  cepas  de  bacterias  lácticas  con  excelente  capacidad  acidificante,  altas 

actividades  aminopeptidasa,  dipeptidasa  y  caseinolítica,  así  como  esterasa, 

fueron seleccionadas para formar parte de un posible cultivo iniciador. 

 

 Los altos índices de hidrofobicidad mostrados por las cepas seleccionadas hacen 

que éstas puedan ser consideradas microorganismos probióticos. 
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 Los  resultados  de  los  ensayos  sobre  aminas  biógenas  fueron  similares  a  los 

encontrados  para  otros  quesos,  con  valores  no  preocupantes  para  la  salud 

humana. 

 

 En base a  los resultados obtenidos se sugieren: Lactococcus  lactis subsp.  lactis 

GE11, GE12 y GE 2363, Lactobacillus paracasei GE 2036 y Enterococcus faecalis 

GE  2320  como  las  cepas más  adecuadas  para  constituir  un  cultivo  iniciador 

autóctono. 

 

 Es necesario llevar a cabo la detección de enterotoxinas y el ensayo de factores 

de  virulencia  de  la  cepa  perteneciente  al  género  Enterococcus  seleccionada 

para  formar  parte  del  cultivo  iniciador  propuesto.  Ello  garantizará  la  calidad 

higiénico‐sanitaria del producto. 

 

 Para  establecer  la  proporción  de  cada  cepa  en  el  cultivo  iniciador  y  la 

combinación más adecuada de  las mismas es  imprescindible estudiar el efecto 

de  la adición de  los cultivos en  la elaboración del queso de Genestoso, puesto 

que, la caracterización in vitro de las cepas aisladas no puede sustituir al ensayo 

in vivo de las mismas en las condiciones reales de elaboración del queso. 
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